伊马替尼显著改善了Ph染色体阳性（Ph^+^）慢性髓性白血病（CML）各期患者的预后，但仍有部分患者对于伊马替尼耐药或不耐受。全球多中心数据显示，二代酪氨酸激酶抑制剂（TKI）达沙替尼或尼洛替尼作为二线治疗，可以挽救伊马替尼治疗失败的各期Ph^+^CML患者[@b1]--[@b5]，作为三线治疗，能够控制部分对两种TKI耐药的慢性期（CP）患者[@b6]。当今，BCR-ABL激酶结构域点突变是TKI耐药机制研究中的热点[@b7]。由于具有某些特殊突变类型的Ph^+^或BCR-ABL^+^克隆对不同种类TKI的敏感性有很大差异，因此，二代TKI的选择应基于BCR-ABL的突变类型已广为国内外CML专家所公认[@b8]--[@b10]。目前，国内仅有少数有关达沙替尼治疗CML的报道[@b11]，且缺乏BCR-ABL突变检测的相关信息。在本文中我们报道了在BCR-ABL突变检测指导下，选用达沙替尼作为二线或三线TKI治疗伊马替尼耐药的各期CML患者的结果。

病例与方法 {#s1}
==========

一、研究方法

本研究是一项在伊马替尼耐药或伊马替尼和尼洛替尼均耐药的Ph^+^CML CP、加速期（AP）和急变期（BP）患者中进行的开放、前瞻性、单臂临床研究，主要评价在BCR-ABL突变检测指导下，达沙替尼（商品名施达赛，美国百时美施贵宝公司产品）作为二线或三线TKI，治疗各期CML患者的疗效。本研究获我院伦理委员会批准。所有患者均签署知情同意书。

二、病例来源

自2008年3月至2015年3月，122例对伊马替尼耐药或对伊马替尼与尼洛替尼均耐药的各期Ph^+^ CML患者，持续接受达沙替尼治疗。CML分期采用MDACC标准[@b8]。伊马替尼耐药的定义参见文献[@b8]。尼洛替尼作为伊马替尼耐药患者的二线治疗时，耐药定义采用欧洲白血病网（ELN）推荐中TKI作为二线治疗反应评估中的"治疗失败"[@b9]：①对于CP患者，尼洛替尼治疗3个月时未达完全血液学反应（CHR）或Ph^+^细胞比例仍高于95%，治疗6个月时Ph^+^细胞占66%\~95%，治疗12个月时未达主要细胞遗传学反应（Ph^+^细胞占1%\~35%，MCyR），任何时间失去CHR、MCyR或完全细胞遗传学反应（Ph^+^细胞为0，CCyR），出现新的对尼洛替尼不敏感的BCR-ABL激酶区突变，进展至AP或BP；②对于AP和BP患者：尼洛替尼治疗中，未能取得任何血液学反应（HR），失去血液学和细胞遗传学反应，或缓解后疾病再次进展为AP或BP。

所有患者在伊马替尼耐药并改换二代TKI前均接受BCR-ABL激酶区突变检测，以便合理选择用药。接受达沙替尼治疗的患者，除外含有对达沙替尼高度耐药的突变类型，包括T315I/A、F317L/V/C和V299L。患者无严重心、肺、肾脏、肝脏功能损害和不可控的感染，ECOG评分≤2分。

三、达沙替尼治疗

达沙替尼起始剂量：CP患者，100 mg/d，口服；AP和BP患者，140 mg/d，口服，分为1次或两次服用。治疗过程中，根据患者治疗反应、药物不良反应和（或）耐受情况调整达沙替尼剂量。治疗和观察截止时间为2015年5月31日。

四、达沙替尼治疗中的监测

1．血液学：治疗的前3个月，每1\~2周进行1次血细胞计数及血涂片分类检测，3个月后，每1\~3个月进行1次检测。

2．细胞遗传学：采用骨髓标本，G显带法，每3个月进行1次检测，直至达到CCyR，之后每年检测1\~2次。

3．分子学：实时定量PCR法检测BCR-ABL转录本水平，采用外周血或骨髓标本，以ABL为内参基因，ABL拷贝数至少32 000。BCR-ABL转录本水平=BCR-ABL拷贝数/ABL拷贝数×100%，以国际标准化（IS）数值表达[@b12]。每3个月监测1次，获得主要分子学反应（MMR）后，每3\~6个月监测1次。

五、突变分析

采用直接测序法检测BCR-ABL激酶区点突变[@b9]。检测时间为达沙替尼治疗前和治疗中出现治疗失败时。达沙替尼治疗失败的定义同ELN推荐中TKI作为二线治疗反应评估标准的"治疗失败"[@b9]。

六、评估指标

1．主要终点：评估达沙替尼治疗中的反应，包括CP患者的细胞遗传学反应（MCyR和CCyR）和AP或BP患者的血液学反应（HR和CHR），评估标准见文献[@b8]--[@b10]。

2．次要终点：①评估达沙替尼治疗期间CP患者的血液学和分子学反应\[MMR和MR4.5（ABL\>32 000时，BCR-ABL\<0.0032％或检测不到）\]，AP或BP患者的细胞遗传学和分子学反应，评估标准见文献[@b8]--[@b10],[@b13]。②评估达沙替尼治疗期间的治疗失败发生率，评估标准见文献[@b8]--[@b9]。③评估达沙替尼治疗期间无疾病进展生存（PFS）期和总生存（OS）期。PFS期定义为获得HR患者从达沙替尼治疗开始至疾病进展至AP或BP、任何原因所致的死亡、接受异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）或末次随访的时间。OS期定义为达沙替尼治疗开始至任何原因死亡或末次随访的时间。④评估出现达沙替尼临床耐药时BCR-ABL激酶区突变的情况。

七、统计学处理

所有统计学分析采用SPSS 22.0软件进行。治疗反应、治疗失败和发生突变的比例采用累积获得率表示。采用Kaplan-Meier曲线计算PFS和OS，以Log-rank分析比较不同组别PFS和OS的差异。*P*≤0.05定义为差异具有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．患者基本资料：自2008年3月至2015年5月，共入组122例患者，达沙替尼治疗前患者特征见[表1](#t01){ref-type="table"}。男74例，女48例，其中CP 55例，AP 21例，BP 46例。83例（68.0%）患者对伊马替尼耐药，39例（32.0%）对伊马替尼与尼洛替尼均耐药。多数患者曾接受过TKI以外的其他治疗，包括羟基脲97例（79.5%），干扰素38例（33.0%），阿糖胞苷20例（16.8%），allo-HSCT 5例（4.1%）。所有患者在达沙替尼治疗前均进行了BCR-ABL突变检测，53例（43.4%）未检出突变，69例（56.6%）检出突变，发生率较高的依次为Y253H 24例（19.6%）、F359V 10例（8.2%）和G250E 5例（4.1%）（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### 122例伊马替尼耐药的慢性髓性白血病（CML）患者达沙替尼治疗前特征

  特征                                              慢性期(55例)   加速期(21例)   急变期(46例)
  ------------------------------------------------ -------------- -------------- --------------
  年龄\[岁，*M*(范围)\]                              44(15〜70)     43(10〜69)     34(12〜80)
  性别(例，男/女)                                      32/23          11/10          31/15
  伊马替尼治疗前疾病分期\[例(％)\]                                               
   慢性期                                             48(87.3)       11(52.4)       20(43.5)
   加速期                                              4(7.3)        8(38.1)        6(13.0)
   急变期                                              3(5.5)         2(9.5)        20(43.5)
  确诊CML至开始伊马替尼治疗时间\[月，*M*(范围)\]     11(0〜136)     23(0\~159)    4.5(0\~220)
  伊马替尼治疗时间\[月，*M*(范围)\]                  20(1〜83)      22(2\~79)      6.5(1〜71)
  伊马替尼治疗最高剂量\[例(％)\]                                                 
   400 mg                                             32(58.2)       8(38.1)        18(39.1)
   \>400 mg                                           23(41.8)       13(61.9)       28(60.9)
  伊马替尼最佳疗效\[例(％)\]                                                     
   完全血液学反应                                     42(76.4)       17(81.0)       27(58.7)
   主要细胞遗传学反应                                 10(18.2)       6(28.6)        11(23.9)
   完全细胞遗传学反应                                  4(7.3)        3(14.3)        9(19.6)
  曾接受尼洛替尼治疗\[例(％)\]                        15(27.3)       14(66.7)       10(21.7)
  确诊CML至开始达沙替尼治疗时间\[月，*M*(范围)\]     47(3\~215)     54(4\~238)     18(3〜240)
  达沙替尼治疗前BCR-ABL激酶区突变\[例(％)\]           29(52.7)       19(90.5)       21(45.7)
  Ph阳性细胞克隆演变\[例(％)\]                        15(27.3)       8(38.1)        22(47.8)

###### 122例伊马替尼耐药的慢性髓性白血病患者达沙替尼治疗前突变情况

  突变状态    例数(％)  突变状态       例数(％)
  ---------- ---------- ------------- ----------
  无突变      53(43.4)  V379I           1(0.8)
  M244V        5(4.1)   L384M           1(0.8)
  L248V        2(1.6)   H396P           1(0.8)
  G250E        4(3.3)   H396R           2(1.6)
  Y253H       19(15.6)  E450G           1(0.8)
  Y253F        2(1.6)   E459K           1(0.8)
  E255K        4(3.3)   Y253H+M244V     1(0.8)
  E255V        2(1.6)   Y253H+L248V     1(0.8)
  L298V        1(0.8)   Y253H+Y253F     2(1.6)
  F311L        1(0.8)   Y253H+F359V     1(0.8)
  M351T        4(3.3)   F359V+M351T     1(0.8)
  E355G        1(0.8)   E255K+E255V     1(0.8)
  F359C        1(0.8)   G250E+F359C     1(0.8)
  F359V        8(6.6)                 

2．达沙替尼治疗反应：达沙替尼起始剂量：CP患者中49例（89.1%）以100 mg/d为起始剂量，AP和BP患者中，23例（34.3%）因达沙替尼治疗前血细胞计数偏低而以100 mg/d为起始剂量，44例（65.7%）为140 mg/d。CP、AP和BP存活患者中位随访时间分别为26(3\~84)、22(4\~84)和8(1\~70)个月。所有患者均评估了血液学治疗反应，进展期患者，尤其是BP患者，多于获得HR后3个月内接受allo-HSCT或早期死亡，因此仅部分患者进行细胞遗传学与分子学评估。观察期内各期患者累计获得的血液学、细胞遗传学和分子学反应见[表3](#t03){ref-type="table"}。在各期患者中，达沙替尼作为二线TKI与作为三线TKI相比，治疗反应差异无统计学意义（*P*值均\>0.05）。CP、AP和BP患者分别有3、4和17例于达沙替尼治疗失败后进行allo-HSCT。

###### 122例伊马替尼（IM）耐药的慢性髓性白血病（CML）患者达沙替尼治疗反应\[例（％）\]

  组别                例数      HR        CHR        MCyR       CCyR       MMR       MR4.5
  ------------------ ------ ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------
  慢性期               55    52(94.5)   51(92.7)   32(59.3)   29(53.7)   16(29.6)   8(14.8)
   IM耐药              40    38(95.0)   37(92.5)   26(65.0)   23(57.5)   11(27.5)   6(15.0)
   IM+尼洛替尼耐药     15    14(93.3)   14(93.3)   6(42.9)    6(42.9)    5(35.7)    2(13.3)
  加速期               21    17(81.0)   15(71.4)   8(40.0)    7(35.0)    4(20.0)    3(15.0)
   IM耐药              7     7(100.0)   7(100.0)   3(42.9)    2(28.6)    1(14.3)    1(14.3)
   IM+尼洛替尼耐药     14    10(71.4)   8(57.1)    5(38.5)    5(38.5)    3(23.1)    2(15.4)
  急变期               46    29(63.0)   22(47.8)   12(29.3)   9(21.4)     4(9.5)    1(2.4)
   IM耐药              36    23(63.9)   16(44.4)   8(25.0)    7(21.9)    4(12.5)    1(3.1)
   IM+尼洛替尼耐药     10    6(60.0)    6(60.0)    4(40.0)    2(20.0)       0          0

注：所有患者均接受血液学评估；细胞遗传学和分子学评估：慢性期患者54例，加速期患者20例，急变期患者42例。HR：血液学反应；CHR：完全血液学反应；MCyR：主要细胞遗传学反应；CCyR：完全细胞遗传学反应；MMR：主要分子学反应；MR4.5指当ABL\>32 000时，BCR-ABL\<0.0032％或检测不到

3．治疗失败、疾病进展与生存：观察期内，CP患者中，32例（41.8%）治疗失败，其中7例（13.5%）疾病进展至AP或BP。4例（7.3%）死亡，其中2例为移植后死亡，包括死于移植后复发和移植相关并发症各1例。中位PFS与OS期未达到，4年PFS和OS率分别为84.4％和89.5%。AP患者中，13例（61.9%）治疗失败，其中7例（41.2%）在获得HR后进展至AP或BP。6例（28.6%）死亡，其中2例为移植后死亡，包括死于移植后复发和移植相关并发症各1例。中位PFS期为48个月，中位OS期未达到，3年PFS和OS率分别为56.1％和59.3%。BP患者中，31例（67.4%）患者治疗失败，其中15例（48.4%）疾病缓解后再次急变。19例（41.3%）死亡，其中4例为移植后死亡，除1例患者进行二次移植后死亡外，其余3例患者均死于移植相关并发症。中位PFS和OS期分别为10和23个月，12个月PFS和OS率分别为43.6％和61.8%。各期患者的疾病进展和生存情况见[图1](#figure1){ref-type="fig"}。

![122例伊马替尼耐药的慢性髓性白血病患者达沙替尼治疗中的疾病无进展生存（A）和总生存曲线（B）](cjh-37-01-007-g001){#figure1}

将患者达沙替尼治疗前所有基线特征（[表1](#t01){ref-type="table"}中所示项目）与PFS和OS进行单因素分析显示，伊马替尼和达沙替尼治疗前患者的疾病分期（CP、AP、BP）、达沙替尼初始剂量与患者PFS及OS相关（*P*值均\<0.05）。多因素分析显示，达沙替尼治疗前疾病分期是影响PFS（*P*\<0.001，*RR*=3.659, 95%*CI* 2.091\~6.401）和OS（*P*=0.002，*RR*=2.959，95%*CI* 1.5\~5.836）的唯一独立预后因素。

4．达沙替尼治疗前的突变状况与治疗结果和新突变：各期患者中，达沙替尼治疗前是否检出BCR-ABL突变不影响达沙替尼治疗中的血液学、细胞遗传学和分子学反应，也不影响发生治疗失败、PFS与OS（*P*值均\>0.05）。在76例达沙替尼治疗失败的患者中，37例（48.7%）检出新突变，包括达沙替尼治疗前41例无突变患者中的14例（34.1%）和35例有突变患者中的23例（65.7%）。35例达沙替尼治疗前有突变的患者中，17例（48.6%）原有突变消失，代之以新突变，其余18例均在原有突变存在的基础上出现了新突变。新突变的中位检出时间为达沙替尼用药3(1\~24)个月时。37例检出新突变的患者中，34例（91.9%）检出了1种突变类型，3例（8.1%）同时或先后检出2种或2种以上新突变。新突变中，T315I最多见，为22例（59.5%），其次为F317L 5例（13.5%）、V299L 4例（10.8%）、E255K 2例（5.4%）、F317I 1例（2.7%）、F359I 1例（2.7％）。

分析76例达沙替尼治疗失败患者发生新突变与达沙替尼治疗前基线特征和治疗中疗效的关系，结果显示新突变的发生仅与达沙替尼治疗前的突变状态相关，即达沙替尼治疗前具有突变的患者当出现达沙替尼治疗失败时，发生新突变的比例显著高于达沙替尼治疗前无突变的患者，分别为65.7%（23/35例）和34.1%（14/41例）（*P*=0.006）。

讨论 {#s3}
====

我们报道了122例伊马替尼耐药或伊马替尼与尼洛替尼均耐药的CML各期患者，以达沙替尼作为二线或三线治疗的结果。CP患者90％以上获得CHR，超过半数者获得CCyR，约30％获得MMR，4年PFS率和OS率分别为84.4％和89.5%；AP患者超过80％获得HR，30％以上者获得CCyR，3年PFS率和OS率接近60%；BP患者超过60％获得HR，20%获得CCyR，1年PFS率和OS率分别为43.6％和61.8%。达沙替尼治疗前疾病分期是影响患者PFS与OS的独立因素。当出现达沙替尼治疗失败时，近半数患者发生新突变，T315I占近60%。达沙替尼治疗前的突变状态不影响达沙替尼的治疗反应和生存情况，但当出现达沙替尼治疗失败时，达沙替尼治疗前具有突变的患者发生新突变的可能性显著增加。

全球多中心临床试验显示达沙替尼用于伊马替尼耐药和不耐受的CML患者，CP患者予以达沙替尼100\~140 mg/d，CHR率为86%\~92%，CCyR率为41%\~45%，6年PFS率和OS率分别为40%\~51%和70%\~77%[@b1]--[@b2]；进展期患者予以达沙替尼140 mg/d，AP患者HR率为66%\~68%，CCyR率为32%\~33%，2年PFS与OS率分别为52%\~57％和78%\~84%[@b3]，BP患者HR率为28%\~42%，2年OS率为24%[@b4]。值得注意的是，上述既往研究与本研究有以下不同之处：①既往研究中的患者均包括了伊马替尼耐药和不耐受的患者，这些研究也显示伊马替尼不耐受患者对达沙替尼的治疗反应明显优于耐药患者。而本研究仅纳入了伊马替尼耐药的患者，剔除了预后相对较好的"伊马替尼不耐受"人群。②既往研究中的患者仅经历过伊马替尼失败，是以达沙替尼作为二线TKI治疗。而本研究的人群中包括了近1/3对两种TKI耐药的患者，即将达沙替尼作为三线TKI治疗药物。这两点区别提示，本研究的患者治疗前的疾病状况可能差于既往研究，不利于获得良好疗效。③既往研究中，患者在接受达沙替尼治疗前并非均进行了BCR-ABL突变检测，即包含了具有对达沙替尼不敏感BCR-ABL突变的患者，这势必将影响达沙替尼的治疗结果。而本研究除外了含达沙替尼高度耐药突变类型的患者，即选择达沙替尼是BCR-ABL突变检测结果指导下的规范治疗。本研究的结果与国外报道相近，甚至AP和BP患者获得HR的比例高于文献[@b3]--[@b4]，分析可能与我们进行了BCR-ABL突变筛查以利正确选用达沙替尼抵消了患者疾病状态相对较差所带来的不利有关。我们以往的研究显示，伊马替尼治疗失败时处于进展期的患者发生BCR-ABL突变的比例明显高于CP患者[@b7]。所以，如果忽略突变检测，存在对达沙替尼高度耐药突变的患者必将降低达沙替尼治疗的有效性。提示更换二代TKI前BCR-ABL突变检测不容忽视。

目前，伊马替尼是唯一在中国获得批准的一线CML适应证的TKI，尽管达沙替尼和尼洛替尼均被批准为二线TKI，但由于受经济能力、患者援助项目和医保政策等因素的限制，不少患者会在伊马替尼耐药后优先选择尼洛替尼，而将达沙替尼作为三线TKI。Ibrahim等[@b6]的研究结果显示，达沙替尼和尼洛替尼作为三线TKI用于26例曾经对2种TKI失败的CP患者，CCyR和MMR率分别为32.4％和21.1%。这一结果似乎低于二代TKI作为二线TKI用于伊马替尼失败患者的反应[@b1]--[@b2]，但该研究例数较少，而且未区分达沙替尼和尼洛替尼的反应。而本研究结果显示，达沙替尼即使作为三线TKI，也可获得与作为二线TKI相近的治疗反应，而且不论任何疾病分期。尽管这一结果尚需更大病例数和更长时间的追踪确认，但也为中国伊马替尼治疗失败CML患者的TKI选择提供了循证医学证据。

Müller等[@b14]的研究显示，伊马替尼耐药的CP患者接受二代TKI治疗时，基线是否存在突变不影响治疗反应。然而，Soverini等[@b15]发现，伊马替尼治疗失败的CML患者采用达沙替尼或尼洛替尼作为二线或三线TKI治疗，当丧失疗效时，基线具有BCR-ABL突变的患者较无突变的患者更易于发生新突变。本研究也得到了同样结果。本研究组另一项研究显示，达沙替尼治疗前含尼洛替尼高度耐药突变类型（如Y253H和F359V）的患者与具有其他类型突变的患者相比，更易在达沙替尼耐药时发生新突变[@b16]。即在达沙替尼治疗中，并非所有具有基线突变的患者在达沙替尼耐药时均易发生新突变，仅具有某些特殊突变类型的患者存在遗传学的不稳定性。Soverini等[@b17]的另一项研究很好地展示了TKI序贯治疗中新突变的产生过程：采用高敏感的超深度测序（又称二代测序，敏感度为1%）技术检测某一种TKI治疗失败的患者，可以发现常规DNA直接测序法（Sanger测序，敏感度仅为15%\~20%）不能检出的、低估或误检的低水平BCR-ABL突变（1%\~15%），并可检出更多的复合突变。而且，某些类型的复合突变克隆较单一突变克隆更具生长优势。当根据Sanger测序结果（常为无突变或一种类型的突变）选择并接受另一种TKI治疗时，敏感的优势克隆被抑制，但低水平、不敏感的突变克隆或复合突变克隆逐渐扩增最终导致临床耐药，此时可被Sanger测序法所识别，从而被筛选出来。此外，新突变可源于基线无突变或有复合突变的克隆。这项研究提示，Sanger测序法检测证实为具有某种类型单一突变的患者，可能具有低水平的、对所选TKI不敏感的多种突变或复合突变克隆，后者在TKI治疗中增殖，逐渐导致新突变的发生。

本研究结果还显示，当发生达沙替尼耐药时，新突变中T315I约占60%。因具有T315I突变的克隆对中国现有的TKI均不敏感，患者预后较差，根据CML治疗指南，宜更换为allo-HSCT、三代TKI或干扰素α治疗[@b9]--[@b10]。提示应重视在达沙替尼治疗前的BCR-ABL突变筛查和治疗中的突变监测，对于基线具有突变的患者，应更多考虑一旦发生达沙替尼耐药时的其他备选措施。近年，二代测序技术是CML突变监测领域探索的热点之一。Machova Polakova等[@b18]发现，二代测序技术可以在传统的Sanger测序检出突变前2\~11个月发现突变，并可在获得MMR甚至深层分子学反应的患者中检测到突变的存在，体现了二代测序技术的高度敏感性，有利于TKI治疗中的突变监测。预计在不久的将来，二代测序技术将为CML的监测带来革命性的变化。

本研究的局限包括：①病例数相对较少，无法在各期患者中分析影响预后的因素；②因为进展期患者多在达沙替尼治疗获得HR后短期内接受了移植，所以针对进展期患者的细胞遗传学和分子学反应以及预后的评估存在缺陷。

本研究证实，达沙替尼作为二线或三线TKI治疗伊马替尼耐药的CML各期患者，可获得确切的治疗反应，CP和AP患者疗效持久。强调达沙替尼治疗前BCR-ABL突变筛查及治疗中突变监测的重要性，期待二代测序技术为未来CML的精准治疗提供更多信息和支持。
